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であった。Keap1 の欠失した細胞は異型細胞となったが、その周囲で DNA 障害を
受けた Keap1 陽性細胞が 4NQO によって腫瘍化しやすくなる可能性が考えられ
た。一方で、タモキシフェンの投与により Nrf2 の欠失が誘導された K5CreERT2-
Nrf2F/Fマウスの食道は、特徴的な表現型を認めなかった。K5CreERT2-Nrf2F/Fマ


























る DNA の突然変異により形成され、食道がんにおいては TP53、CDKN2A、あるい





を示すマスター転写因子である 7, 8)。定常状態では、Nrf2 は Keap1 という抑制因子
に捕えられており、ユビキチン化を受けてプロテアソームにより分解されている 9, 10)。
一方、酸化ストレスや親電子性物質に曝露されると、Keap1 のシステイン残基に修飾
が加わることで Nrf2 はユビキチン化を免れる 11)。それにより、Nrf2 は核内へ移行
し、抗酸化剤応答配列（Antioxidant Response Element; ARE）に結合することで、
解毒代謝酵素群（NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1; Nqo1）、g-グルタミルシステ
イン合成酵素（Glutamate-cysteine ligase catalytic subunit; Gclc）などの遺伝子群
を発現し、酸化ストレスや親電子性物質に対する防御作用を発揮する（図 1）。実際
に、Nrf2 欠失マウスは細胞保護作用の欠落から、様々な化学発がん物質に対して感
受性が高く、発がんを起こしやすい 12-15)。一方で、抑制因子である Keap1 の欠失マ
ウスは、恒常的に Nrf2 の活性化が誘導されることで、生後間もなく食道に過角化を
起こして致死となる 16)。この事実により、食道における Keap1 の欠失、つまりは食
道における Nrf2 の活性化を誘導したマウスを実験に利用することができず、食道発
がんにおける Keap1-Nrf2 システムの解析は困難であった。 
Nrf2 が化学発がんを抑制する一方、様々ながんにおける Nrf2 の過剰発現は、がん
 7 
細胞に対する保護的な役割と悪性化に寄与することも分かってきている 17, 18)。実際
に、KEAP1 や NRF2 の体細胞変異が様々ながんで確認されており、それらは NRF2
の恒常的な発現を誘導する 18, 19)。特に、食道扁平上皮がんでは NRF2 の体細胞変異
が高頻度に見られ、NRF2 の過剰発現が予後悪化に関与している 20)。そして、これら
NRF2 が高発現しているがんは Nrf2-addicted cancers と呼ばれている 21)。 
4NQO はマウスの口腔や食道における発がん物質として用いられ、酸化ストレスに
よる DNA 酸化障害と NQO1 による代謝物であるヒドロキシアミノキノリン-1-オキ
サイド（4-hydroxyaminoquinoline-1-oxide ; 4HAQO）の DNA付加により、遺伝子
変異を引き起こしてがんを誘導する（図 2）。過去の報告によると、4NQO を用いた
食道の発がん実験において、Nrf2 欠失マウスは 4NQO に対して感受性が高く、反対
に Keap1低発現マウスは抵抗性であることが示されている 22)。しかし、この Nrf2 が




や制御性 T 細胞において Nrf2 の活性が低下すると、がんに対する免疫機構が減弱し、





























tdTomato）マウス（#026006）は Jackson Laboratory から購入した。Nrf2-flox マウ
ス 28)および Keap1-floxB マウス 29)はそれぞれ Jingbo Pi 博士、Sham Biswal教授よ
り譲渡いただいた。Keap1-floxA マウスは東北大学医化学分野で作製した 30)。7-9週













20 mg/ml の濃度に溶解し、成獣マウスに腹腔内投与した。0.1 mg/g 体重の容量で 3
日連続投与した。K5CreERT2 の発現臓器の確認は、K5CreERT2:: Rosa26-
tdTomato マウスの蛍光を観察することにより行った。 




た。14 µm厚の凍結切片を作製し、Fluorescence Mounting Medium（ダコ社、
#S3023）を滴下した後に、倒立蛍光顕微鏡 (KEYENCE BZ-8000)で観察した。 
 




ルスルホキシド（ナカライテスク社、#09659-85）で 10 mg/ml の濃度に溶解した後
に、水で 0.1 mg/ml に希釈し、自由飲水投与した。１つ目のプロトコールは、4-2
と同様に 7-9週齢のマウスにタモキシフェンを 3日腹腔内投与して Keap1 あるいは
Nrf2 の欠失を誘導し、その１週間後より 4NQO の投与を開始した（pre-






画像をもとに、Image J Fijiソフトウェアを用いて腫瘍径を測定し、最大径が 1 mm
以上の腫瘍を数えた。 
 
4-4. 定量逆転写 PCR（Quantitative reverse transcription-PCR；qRT-PCR） 




た。RNA はセパゾール RNAⅠ Super G（ナカライテスク社、#09379-97）を用い
て精製し、ナノフォトメーターNP80（Implen社）で RNA濃度を測定して調製し
た。cDNA の合成は ReverTra Ace qPCR RT Master Mix with gDNA Remover（東
洋紡ライフサイエンス社, #FSQ-301）を用いた。得られた cDNA は KAPA SYBR 
FAST qPCR master mix (2x) Kit (Kapa Biosystems社、#KK4602) を用いて調製
し、qRT-PCR解析は QuantStudio 6 Flex リアルタイム PCR システム（サーモフィ
ッシャーサイエンティフィック社）を使用した。リボソーム RNA（rRNA）を内部
標準として、得られた値を補正した。使用したプライマーの配列は表 1 に示す。 
 
4-5. DNA組換え効率の測定 
Cre タンパク質によって誘導された DNA の欠失は、DNA の組換え効率として定
量 PCR により評価した。採取したマウス食道は長軸方向に開き、0.5 g/l-トリプシン
/0.53 mmol/l-EDTA溶液（ナカライテスク社、#32778-05）に約 8 時間浸した後、
扁平上皮層のみを分離した。DNA を精製し、ナノフォトメーターNP80（Implen












た一次抗体は、抗Nrf2 (D9J1B) 抗体（Cell Signaling Technology社、#14596；
400倍希釈）、抗 Keap1抗体 31)（4倍希釈）、抗Nqo1抗体 (アブカム社、










成した。ウサギ抗体に対しては EnVision+ Dual Link System-HRP（ダコ社、
#K4063）に 30 分間浸した。ヤギ抗体に対しては Rabbit anti-Goat 
IgGs/Biotinylated（ダコ社、#E0466）に 30 分間、Streptavidin/HRP (ダコ社、
#P0397）に 30 分間浸した。その後、SignalStain DAB Substrate Kit（Cell 
Signaling Technology社, #8059S）を用いて一次抗体に応じた時間で発色し、ヘマ
トキシリンによる核染、エタノール脱水処理、キシレン透徹、および封入を行っ












たれている 25)。本研究では、基底細胞で発現する Keratin 5 をプロモーターとした
Cre タンパク質を利用することで、基底細胞とその細胞を基に分化・構成される基
底層上部の細胞に欠失を誘導し、扁平上皮全層の遺伝子改変を試みた。扁平上皮特
異的かつ誘導的遺伝子欠失マウスである K5CreERT2 マウスにおいて、Cre タンパ
ク質の発現臓器を確認した。Cre タンパク質存在下で停止コドンが欠失して蛍光を
発現する K5CreERT2:: Rosa26-tdTomato マウスの蛍光を解析した（図 3A）。タモ
キシフェンあるいは溶媒を投与し、Cre タンパク質の発現を誘導して tdTomato を
















5-2. 食道上皮における誘導的な Keap1 欠失は上皮の異形成を生じる 
タモキシフェン投与により扁平上皮の Keap1 を欠失するマウス、K5CreERT2-
Keap1FB/FBマウスを用いて、成獣期に誘導的に Keap1 を欠失した食道の解析を行っ
た。対照群は Cre タンパク質を発現しない Keap1FB/FBマウスとし、タモキシフェン














続いて、Keap1 の欠失とそれに伴う Nrf2 の活性化を確認するため、K5CreERT2-
Keap1FB/FBマウスの食道において免疫組織化学染色を行った。Keap1 は、対照マウ
スでは基底層を中心に発現が高く、その発現は基底層で均一に広がることが確認さ
れた（図 4G 上段）。一方、K5CreERT2-Keap1FB/FBマウスでは、Keap1 の欠失は飛
び石状に起きていることが確認された（図 4H 上段）。そして、その Keap1 が欠失
した細胞は、腫大した核を伴う異型細胞に一致した（図 4H；白い点線は異型細胞の
境界を示す）。Nrf2 の染色においては、対照マウスでは Nrf2 の核蓄積を認めなかっ
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た（図 4G中段）。これは、定常状態では Nrf2 が速やかに Keap1 により分解される
ことを示している 32)。同様に、Nrf2 の標的遺伝子である Nqo1 の発現も対照マウス
では弱い傾向にあるが、主に基底層を中心に発現した（図 4G 下段）。一方で
K5CreERT2-Keap1FB/FBマウスでは、Keap1 が欠失した細胞に一致して Nrf2 の核




マウスではgH2A.X 陽性細胞が増加しており、その陽性細胞は Keap1 の欠失を免れ
た細胞で顕著に増えていた（図 4J）。gH2A.X 陽性細胞の割合を定量すると、
K5CreERT2-Keap1FB/FBマウスで有意に増加した（図 4K）。以上をまとめると、
Keap1 欠失細胞は Nrf2 の活性化を示し、組織学的には異型細胞となり食道の異形
成を形成した。ただし、これら Keap1 欠失細胞の出現は、周囲の Keap1 陽性細胞







5-3. Keap1 欠失により誘導された食道異形成は経時的変化を伴う 
全身性 Keap1 欠失マウスあるいは Keap1低発現マウスは、表現型として食道や
















（図 5C 上段左）、K5CreERT2-Keap1FB/FBマウスでは飛び石状に Keap1 の欠失が
保たれていた（図 5C 上段右 3パネル）。Nrf2 の発現は、Keap1 の欠失が誘導され
たと考えられる細胞領域で Nrf2 の核濃染を確認することができたが、時間経過とと
もに発現が減弱する傾向があった（図 5C中段右 3パネル）。Nrf2 の標的因子である
Nqo1 の発現は、Keap1 欠失細胞において亢進されたまま保たれていたが、細胞質






5-4. 誘導的 Keap1 欠失による Nrf2 の活性化と経時的な Nrf2 活性の減弱 
K5CreERT2-Keap1FB/FBマウスにおける誘導的な Keap1 の欠失は部分的に起こる
ことが組織像から示唆された。また、Keap1 欠失による Nrf2 の活性は経時的に変
化することも組織像から示唆された。続いて、時間経過において、食道上皮全体を
 22 
標本として、DNA や RNA レベルで詳細な定量解析を行った（図 6A）。DNA の組
換え効率は、残存した Keap1 のアリルを定量しており、タモキシフェン投与 1週後
で約 40％、12週後で約 30%欠失した（図 6B）。この結果は、組織像の解析と矛盾
しないと考えられた。また、K5CreERT2-Keap1FB/FBマウスでは一貫して Keap1 
mRNA の発現が抑制されており（図 6C）、Keap1 の欠失細胞が維持されていること





Keap1 欠失細胞の境界が判別可能な程度に維持されていた。一方で Nqo1 が発現し
ていない細胞も K5CreERT2-Keap1FB/FBマウスで見受けられたので、食道全体とし
ては Nqo1 の発現は対照群と比較して差がなくなったと考えられた。Nrf2 mRNA の
発現は、タモキシフェン投与後全ての時点で有意差を認めなかった。Keap1 欠失に
よる Nrf2 の活性化は、遺伝子レベルでなくタンパク質レベルで分解が抑制されるた





5-5. 誘導的 Keap1 欠失は分化障害と増殖促進を引き起こす 
食道における誘導的な Keap1 の欠失は、過角化ではなく細胞層の肥厚を中心とし
た異形成を示すことが明らかとなったので、続いて増殖や分化マーカーの遺伝子発










扁平上皮の増殖状態を反映するマーカーである Keratin 6 は、Keap1 欠失誘導後
に発現が顕著に亢進するものの、時間経過により対照群レベルまで抑制された（図
 24 





5-6. 誘導的 Keap1 欠失マウスと Keap1低発現マウスは食道の表現型が異なる 
Keap1低発現マウスである Keap1FA/FAマウスは Keap1 欠失マウスの致死的な過
角化を緩和することが報告されており、成獣マウスの解析が可能である 33)。
K5CreERT2-Keap1FB/FBマウスとの比較のため、Keap1FA/FAマウスの食道を詳細に
解析した。対照マウスとして、Cre タンパク質の非存在下で Keap1 が正常に発現す
る Keap1FB/FBマウスを用いた。HE染色像を確認すると、角化層は Keap1FA/FAマウ
スで有意に厚くなった（図 8A、8B）。一方、細胞層の厚さは有意差を認めなかった
（図 8A、8C）。分化マーカーの発現は、Keap1FA/FAマウスで Keratin 5 は有意に抑





5-7. 4NQO 発がん pre-protocol における Keap1 の欠失はがん形成を促す 









的な Keap1 欠失は異形成を示すが、4NQO の投与を行わなければ、タモキシフェン
投与 24週後の K5CreERT2-Keap1FB/FBマウスの食道に腫瘤の形成は確認できなか














を確認すると、両群ともに Keap1強陽性の腫瘤であり（図 9I）、対照群は 100%、
K5CreERT2-Keap1FB/FBマウス群では 96%の腫瘍が強陽性であった（図 9J）。これ
らの結果は、腫瘤を形成した細胞が Keap1 の欠失が誘導された異型細胞ではなく、
Keap1 の欠失を免れた細胞であることを示している。食道上皮における Keap1 の欠
失の組換え効率を、発がん実験を完遂した時点で確認すると、約 40%のアリルで
Keap1 が欠失していた（図 9K）。 
以上の結果から、4NQO 発がん実験前に Keap1 を欠失させることで食道がんの形
成が有意に促されたが、それら腫瘤の由来細胞は Keap1 を欠失させた異型細胞では
なく、周囲にある Keap1 を保持した細胞群であることが示された。Keap1 欠失によ
 27 
って起こった DNA 障害の誘導が影響し、がん形成を促した可能性が考えられた。 
 
5-8. 4NQO 発がん post-protocol における Keap1 欠失はがん形成に影響を与えない 
 がんにおける Nrf2 の活性化は細胞保護作用や増殖能を獲得し、がんの悪性化に寄
与する 17, 18)。続いて、4NQO を投与したのちに Keap1 の欠失、つまりは Nrf2 の活
性化を誘導する post-protocol で、がん化した細胞における Nrf2 の貢献の解析を試
みた。マウスは pre-protocol と同様に Keap1FB/FBマウスと K5CreERT2-Keap1FB/FB
マウスを用いた。4NQO を 12週間飲水投与した後、タモキシフェンを投与するこ
とで Keap1 を欠失させ、通常水に変えてさらに 12週間観察し、解析した（図
10A）。この実験が成立するためには、腫瘍において Cre タンパク質による欠失が誘
導されることが必要である。免疫組織化学染色により、４NQO で形成した食道腫瘤














（図 10F）、1 mm径以上の腫瘤の数（図 10G）、あるいは最大径に差を認めなかっ
た（図 10H）。組織学的な解析においても、K5CreERT2-Keap1FB/FBマウスと対照
群に、食道粘膜の全面的な異形成を生じており差は認めず、腫瘍の形態にも両者に
差を認めなかった（図 10I）。がんの浸潤部の数にも差を認めなかった（図 10J）。 
以上より、発がん誘導後の Keap1 欠失による Nrf2 の活性化は、がんの形成に影響
を与えないという結果を得た。DNA 障害により将来的にがん化すると予想される細
胞にも Keap1 の欠失は確かに誘導されていると考えられるが、Keap1 を欠失した細




5-9. 食道上皮における誘導的な Nrf2 の欠失は特異的な表現型を示さない 
食道における Nrf2 の活性化による様々な影響が示されたので、続いては誘導的な
Nrf2 の欠失による影響を解析した。対照群は Nrf2F/Fマウスとし、タモキシフェン
投与により扁平上皮の Nrf2 が欠失する K5CreERT2-Nrf2F/Fマウスを用いた。タモ
キシフェン投与後、1週後と 12週後の表現型を解析した（図 11A）。欠失誘導後に
残存する Nrf2 のアリルの DNA組換え効率は１週後と 12週後で同程度に約 50%で
維持されていた（図 11B）。また、DNA の欠失と一致して、Nrf2 とその標的因子で














5-10. 発がん pre-protocol における Nrf2 の欠失はがん形成に影響を与えない 
全身性 Nrf2 欠失マウスは 4NQO による発がんに脆弱であることが示されている
22)。続いては、食道における誘導的な Nrf2 欠失が発がんにどのように影響を与える






上から、発がん pre-protocol における Nrf2 の欠失はがん形成に影響を与えないとい
う結果を得た。 
 
5-11. Nrf2 欠失細胞は 4NQO 投与環境下で消失する 




まりは Nrf2 が活性化した細胞が散見された（図 13B）。そして、Nrf2 を欠失したは
ずの K5CreERT2-Nrf2F/Fマウス群においても、同様に Nrf2 活性化細胞を認めた
（図 13B）。Nrf2 の標的因子である Nqo1 の発現を免疫組織化学染色で確認する
と、両群ともに Nqo1 が発現している腫瘤が多く（図 13C）、Nqo1陰性の腫瘤は対
照群で 0%、K5CreERT2-Nrf2F/Fマウス群で 12%であった（図 13D）。これらの結
果から、4NQO は Nrf2 の欠失を免れた細胞において Nrf2 を活性化させ、これらの
細胞が選択的に腫瘍化したのではないかという可能性が考えられた。 
上記の可能性を検証すべく、タモキシフェンを投与後、4NQO を 12週投与した
直後の組織を解析した（図 13E）。まず、食道の粘膜を観察すると、長径 1 mm に満
たない結節を認めたが、本研究で腫瘍と定義する病変は認めなかった（図 13F）。続
いて、食道における Nrf2 欠失細胞の割合が、4NQO 投与下で維持されているか否
かを確認するため、食道上皮における DNA の組換え効率を調べた。タモキシフェ
ン投与 1週後では Nrf2 の欠失はおよそ 50%であったのに対し（図 13G：0週）、
4NQO を 12週投与した食道においては Nrf2 のアリルの割合は対照群と同程度とな




以上をまとめると、全身性 Nrf2 欠失マウスは 4NQO による発がんに脆弱である
ことが報告されているが、本研究の発がん実験 pre-protocol における Nrf2 の欠失は
がん形成に影響を与えなかった。その理由として、4NQO 投与後に Nrf2 欠失細胞
は食道上皮から消失するためと考えられた。 
 
5-12. 発がん post-protocol における Nrf2 の欠失はがん形成に影響を与えない 
Nrf2 の活性を獲得したがん（Nrf2 addicted cancer）は予後が悪いことが示され
ており、そのようながんに対しては Nrf2 を抑制することが治療として期待されてい
る 20, 34)。続いては、食道がんにおける Nrf2 の欠失ががん形成にどのような影響を




の解析においては、最大径 1 mm以上の腫瘤の数（図 14D）、腫瘤の最大径（図
14E）共に差を認めなかった。また、組織学的な解析においても、がんの浸潤する
 33 
数に差を認めなかった（図 14F, 14G）。 
以上より、発がん誘導後の Nf2 欠失は、がんの形成に影響を与えないという結果






がんと生体の関係性において Nrf2 の活性は多面的に貢献している。Nrf2 は、正常
細胞において細胞保護的な作用により発がんを抑制する一方、一旦がん化してしまっ
た細胞の進展や悪性化にも寄与する 35, 36)。また、がん微小環境においては、骨髄由来
免疫抑制細胞（MDSC）や制御性 T 細胞における Nrf2 の活性が、がんの抑制効果を
もたらす。さらに、がん腫によっても貢献は異なり、肝細胞がんや膵がんの発がんお





デルを図 15 に示す。成獣マウスの食道における Keap1 の欠失は増殖能の亢進と上皮
の分化障害をきたし、組織全体としては異形成を示した。Keap1 の欠失した細胞は
Nrf2 の活性化を認め、それらが核の腫大を伴う異型細胞となった。ただし、その
Keap1 欠失細胞の出現は、周囲にある Keap1 陽性細胞の DNA 障害を誘導したと考




表現型を認めなかった。予想と反して、Nrf2 欠失細胞は 4NQO によりがん化しなか
った。これは、Nrf2 欠失細胞は 4NQO のようなストレス存在下で残存することがで
きず、Nrf2 陽性細胞が食道上皮を占拠したと考えられた。全身性 Nrf2 欠失マウスは
4NQO に対して脆弱で発がんしやすいことが示されており 22)、今回の Nrf2 が消失す
る現象は、4NQO に対する上皮全体の生体防御機構であると言える。 
全身性 Keap1 欠失マウスは生後間もなく食道の過角化により致死となることが報
告されており 16)、成獣マウスにおける Keap1 欠失食道の解析と実験応用は不可能で
あったが、本研究で成獣マウスの誘導的な Keap1 の欠失は、過角化とは全く異なる
異形成を示すことを見出した。全身性 Keap1 欠失マウスの表現型である過角化は、
Nrf2 を同時に欠失することにより消失するため 16)、Nrf2 の活性化に依存すると考え
られる。また、Keratin5-Cre マウスを利用した上皮特異的な Keap1 欠失は、同様の
過角化を示して致死に至るため、食道の過角化はまさに食道上皮における Nrf2 の活
性化が引き起こす表現型である 33, 39)。本研究でも、Keap1低発現の Keap1FA/FAマウ
スは過角化を示すことを確認している。これらの知見から、胎仔期からの永続的な
Nrf2 の活性化が食道の過角化を形成し、成獣における誘導的な Keap1 欠失マウスで
はこの致死的な過角化を回避できることが示された。 
 36 
Nrf2 の活性化はペントースリン酸回路への誘導や p38 プロテインキナーゼ経路の
活性化など、代謝プロファイルを変化させることが知られており 20, 40, 41)、これらの
代謝変化は上皮細胞の増殖能を促す。本研究でも Keap1 欠失により mRNA レベルで
Keratin 6 や Ki67 の発現が亢進し、基底細胞の数が増えたので、Nrf2 の活性化は確
かに増殖能を促すことが確認された。一方、Nrf2 は基底細胞から有棘細胞層への分
化に必要であり 25, 27)、Nrf2 の基底層における活性化は扁平上皮細胞の分化を促すこ
とが示唆される。実際に、Nrf2 が持続的に活性化している Keap1 低発現マウスは、
Keratin 5 を発現する基底細胞からの分化を促した。それとは対照的に、K5CreERT2-
Keap1FB/FB マウスにおける Keap1 を欠失誘導した食道では、mRNA レベルで











する作用があるため、Nrf2 の活性化は DNA 障害を抑制することが知られている 43, 







貫入により管腔側へ押し出された Keap1 陽性細胞は 4NQO により曝露されやすくな
り、がん化したとも考えられた。いずれにせよ、gH2A.X 陽性細胞の出現は、Keap1
欠失細胞が出現したことによるストレスが原因と考えられ、gH2A.X 陽性細胞自体の





よる酸化的 DNA 障害 46)、もう一つは代謝物の 4HAQO による直接的な DNA付加で
ある 47)。Nrf2 の活性は、抗酸化酵素の発現を亢進することで活性酸素種を消去する
作用を持つ。一方で、Nrf2 の代表的な標的因子である Nqo1 は、4NQO から 4HAQO
への代謝を促す。つまり、Nrf2 の活性は抗酸化酵素の発現上昇により 4NQO による
酸化障害を抑制する可能性と、4HAQO の産生を促進して発がんを誘導する可能性の
双方が考えられた。過去の報告では、Nrf2 欠失マウスでは 4NQO による発がんを促
進し、Nrf2 の活性化する Keap1低発現マウスではその発がんを抑制すると結論づけ




れた 4HAQO の蓄積が Nrf2 欠失細胞に影響することで、発がんではなく細胞死に至
るストレスが加わった可能性が考えられた。Nrf2 欠失細胞は 4NQO により選択的に

























誘導的 Keap1 欠失に伴う Nrf2 活性化の経時的な減弱は、大変興味深い結果であ
る。先天的な遺伝子欠失を認める Keap1低発現マウスや条件付 Keap1 欠失マウスで
は Nrf2 の活性化を認めるものの、経時的な Nrf2 の活性変化を観察した報告はない。
Keap1 欠失マウスにおいて、まず出現する生体において有害な表現型が食道の過角
化・組織異型であり、食道上皮においては異常な Nrf2 活性化に対して Keap1 とは独
立した制御機構が働く可能性が示唆される。本研究では、食道上皮における Keap1 の
欠失誘導により Nrf2 の活性化を確認できたが、Keap1 欠失細胞が存在するにも関わ
らず、時間経過とともに Nrf2 活性化が低下した。Nrf2 の転写に差は認めなかったた
め、タンパク質レベルでの Keap1 以外の制御が働いた可能性がある。考えられる仮
説としては、Keap1 とは異なる Nrf2 タンパク質分解系であるbTrCP の活性化である
50)。食道扁平上皮がんにおいて、Keap1-Nrf2経路とbTrCP 系の上流にあたる Akt経
路の遺伝子変異が共存しやすいということが報告されており 51)、食道上皮における
異常な Nrf2 活性化維持には Akt -bTrCP経路の異常が必要条件となる可能性が示唆
される。さらに、ヒト食道扁平上皮がんの特徴的な遺伝子プロファイルの一つとして、
幹細胞性維持に寄与する Sox2 の異常増幅が挙げられるが 52)、この Sox2 の下流には
 41 
Akt経路が存在している 53)。Sox2 増幅に始まる Sox2-Akt-bTrCP経路の異常とそれ
による Nrf2 分解能の低下が、食道扁平上皮がんにおける Nrf2 異常活性化を成立さ
せる可能性がある。本研究の Keap1 post-protocol では、Keap1 欠失によるがん形成
に影響を与えなかったが、やはりこの実験系においても Nrf2 の活性化は一過性で、
この発がん実験ではbTrCP 系の異常を来さなかったために Nrf2 の活性化が抑制され
た可能性がある。Nrf2 の変異は正常の食道上皮には存在せず、食道扁平上皮がんに
特異的で、この乖離は他の遺伝子と比較しても特筆されることから 6)、食道扁平上皮





この成獣マウスにおける誘導的な Keap1 欠失が 4NQO により腫瘍化した細胞は
Keap1 欠失を免れた Keap1 陽性細胞であった。一方、Nrf2 の欠失誘導では、Nrf2 欠
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図 1 Keap1-Nrf2 システムの概要 
Nrf2 は定常状態では Keap1 という抑制因子からユビキチン化を受け、プロテアソー
ムにより分解されている。活性酸素や親電子性物質などのストレスを感知すると、







図 2 4NQO による化学発がん誘導メカニズムの概要 
4-ニトロキノリン-1-オキサイド（4-nitroquinoline-1-oxide；4NQO）の発がん機序は、
Nqo1 によって代謝された 4-ヒドロキシアミノキノリン -1-オキサイド（4-
hydroxyaminoquinoline-1-oxide; 4HAQO）の DNA付加と、活性酸素種の発生によ













































図 3 扁平上皮特異的かつ誘導的遺伝子改変マウスの発現解析 















































































図 4 食道上皮における誘導的な Keap1 欠失は上皮の異形成を生じる 
（A）実験スケジュール。（B）（C）HE染色像。食道の横断面を示す。黄色い点線
は基底膜を示す。白い点線は Keap1 欠失細胞と Keap1 陽性細胞の境界線を示す。
黄色い矢印と黒い矢印はそれぞれ細胞層の厚さと角層の厚さを示す。黒枠で囲んだ
領域は（B）においては同パネル右上の拡大部分を（C）においては右パネルへの拡
大部分を示す。（D）4B と 4C における基底細胞の数。一横断面の総数を数えたも
の。N=5-6。（E）4B と 4C における細胞層の厚さ。1組織あたり 3箇所の厚さを測
定し、平均値を評価。N=5-7。（F）4B と 4C における角層の厚さ。N=5-7。（G）
（H）Keap1、Nrf2、Nqo1 の免疫組織化学染色。（J）（I）γH2A.X の免疫組織化
学染色（K）4J と 4I における基底細胞に対するgH2A.X 陽性細胞の割合。N=5-6。
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えたもの。N=3-5。(G) 5B における細胞層の厚さ。N=3-5。（H）5D における基底
細胞に対するγH2A.X 陽性細胞の割合。N=3-5。グラフのデータは平均値±標準偏






図 6 誘導的 Keap1 欠失による Nrf2 の活性化と経時的な Nrf2 活性の減弱 
（A） 実験スケジュール。（B）食道上皮における Keap1遺伝子の組換え効率。残 
存した Keap1遺伝子を評価している。N=3-5。（C）Keap1 の mRNA 発現レベル。
N=4-6。rRNA の発現レベルを内部標準とする。Keap1FB/FBマウスの発現レベルを
1 とする。（D）Nqo1、Gclc、Nrf2 の mRNA 発現レベル。N=4-6。グラフのデータ



















































































































図 7 誘導的 Keap1 欠失は分化障害と増殖促進を引き起こす 
（A）Keratin5 の mRNA 発現レベル。N=4-6。rRNA の発現レベルを内部標準とす
る。Keap1FB/FBマウスの発現レベルを 1 とする。（B）Loricrin の mRNA 発現レベ
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図 9 発がん pre-protocol における Keap1 の欠失はがん形成を促す 
（A）タモキシフェン（Tam）と 4NQO の投与を行う pre-protocol の実験スケジュ
ール（B）体重変化。4NQO 投与開始時を 100%の体重として計算。N=11-12。




（I）腫瘍部における Keap1 の免疫組織化学染色。（J）4NQO で誘導された腫瘍の
Keap1 発現。（K）食道上皮における Keap1 の組換え効率。残存した Keap1遺伝子
を評価している。N=4-6。グラフのデータは平均値±標準偏差を表示している。*, 
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図 10 発がん post-protocol における Keap1 の欠失はがん形成に影響を与えない 
（A）4NQO とタモキシフェン（Tam）の投与を行う post-protocol の実験スケジュ
ール。（B）4NQO により誘導された食道腫瘍における Keratin5 の免疫組織化学染
色。（C）体重変化。4NQO 投与開始時を 100%の体重として計算。N=11-17。（D）
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図 11 食道上皮における誘導的な Nrf2 の欠失は特異的な表現型を示さない 
（A）実験スケジュール（B）食道上皮における Nrf2 の組換え効率。残存した Nrf2
遺伝子を評価している。N=4-6。（C）Nrf2 と Nqo1 の mRNA 発現レベル。N=4-
6。rRNA の発現レベルを内部標準とする。Nrf2F/Fマウスの発現レベルを 1 とす
る。（D）HE染色。食道の横断面を示す。（E）Nrf2 の免疫組織化学染色。（F）γ
H2A.X の免疫組織化学染色。（G）11D における角層の厚さ。1組織あたり 3箇所の
厚さを測定し、平均値を評価。N=5。(H) 11D における細胞層の厚さ。N=5。（I）
11F における基底細胞に対するgH2A.X 陽性細胞の割合。N=4-5。グラフのデータは
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図 12 発がん pre-protocol における Nrf2 の欠失はがん形成に影響を与えない 
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図 13 Nrf2 欠失細胞は 4NQO 投与環境下で消失する 
（A）タモキシフェン（Tam）と 4NQO の投与を行う pre-protocol の実験スケジュ
ール（B）非腫瘍部と腫瘍部における Nrf2 の免疫組織化学染色。黒枠で囲まれた領
域は下パネルへの拡大部分を示す。（C）Nqo1 の免疫組織化学染色。（D）4NQO で
誘導された腫瘍の Nqo1 発現。（E）4NQO 投与終了直後に解析する実験スケジュー
ル（F）4NQO12週投与終了直後の食道粘膜肉眼所見。（G）食道上皮における Nrf2
の組み換え効率。残存した Nrf2遺伝子を評価している。N=4-6。グラフのデータは
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図 14 発がん post-protocol における Nrf2 欠失はがん形成に影響を与えない 










図 15 Keap1-Nrf2 システムと 4NQO 食道発がんの概要 
食道上皮における Keap1 の欠失は増殖の促進と分化障害をきたし、組織としては異
形成を生じた。Keap1 の欠失した細胞は周囲の Keap1 陽性細胞に DNA 障害を誘導
し、4NQO の発がんにおいては Keap1 陽性細胞の腫瘍化を促進した。一方で、食道
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表１ mRNA 発現の定量に用いたプライマー 
Gene Sequence 
Gclc Forward 5’- ATCTGCAAAGGCGGCAAC -3’ 
Reverse 5’- ACTCCTCTGCAGCTGGCTC -3’ 
Keap1 Forward  5’- GATCGGCTGCACTGAACTG -3’ 
Reverse 5’- GGACTCGCAGCGTACGTT -3’ 
Keratin5 Forward 5’- CAAGAAGCAGTGTGCCAA -3’ 
Reverse 5’- CCGCGTTGCTCAGC -3’ 
Keratin6 Forward 5’- TTGGACCAGTCAACATCTCTGTG -3’ 
Reverse 5’- ACCCCCGGCACTGCC -3’ 
Ki67 Forward 5’- CATCCATCAGCCGGAGTCA- 3’ 
Reverse 5’- TGTTTCGCAACTTTCGTTTGTG -3’ 
Loricrin Forward 5’- GCGCCTACCTGGCC -3’ 
Reverse 5’- GCTCTGTTGTCTCCGTTG -3’ 
Nqo1 Forward 5’-AGCTGGAAGCTGCAGACCTG -3’ 
Reverse 5’- CCTTTCAGAATGGCTGGCA -3’ 
rRNA Forward 5’- CGGCTACCACATCCAAGGAA -3’ 






β-Actin Forward 5’- CCATAGGCTTCACACCTTCCTG -3’ 
Reverse 5’- GCACTAACACTACCTTCCTCAACCG -3’ 
Keap1 Exon2 Forward 5’- GCGTGAGCTCCTGGAATATC -3’ 
Reverse 5’- TGCATCGACTGGGTCAAATA -3’ 
Nrf2 loxP Forward 5’- CACAATGGTATGCCTGCTGT -3’ 
Reverse 5’- AAGAGGGGGTTGGAAAGAGA -3’ 
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